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組み，リポソーム固定化人工腎臓 (IL 班 -AK) を創成することに成功した. ILM-AK は従来
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4 - 3 - 1 CAB のリフォールデ、イング





































体膜機能の創製が必要であることがわかった。さらに、 Build 幽 Up 型人工膜材料設計手法に併せて，モデ、ノレ生体膜(リ




膜 (PSf) をポリビニノレヒ。ロリドン (pv) を用いて親水化処理し，高分子膜表面の水分子の特性解析，ならびに，
タンパク質などの生体成分との相互作用を解析した。親水化処理した基材表面では、合水率が高く、これに対応し




検討し、 SOD LIPOzyme 充填型モジュールでは、 SOD 様活性の誘導が可能で、ある事を示した。ただし、米回定ゆえ
にリポソームの溶出・凝集が確認された。また、人工腎臓内の圧力・流れの解析モデルから，モジューノレ内で、の憾
過による負荷が大きく，その内部においてストレス局在領域が存在する可能性が示唆された.
第 3 章 リポソーム回定化人工腎臓(ILM 圃 AK) の創製
リポソームを安定した状態(非溶出、非凝集)にて使用するために、リポソームが分離膜の中に内包されたジポ










第 4 章 IL l¥ふ AK の次世代型新規人工腎臓としての評価
I止LM. 舗孔 .
化，ならびに，生体内環境修復を目的として， タンパク質(炭酸脱水酵素: CAB を使用)のリフォールディング実
験を行い， ILM 聞 AK では構造が異常化したタンパク震を取り込む機能があること、および、高いリフ
まとめ
本論文では、腎不全患者の治療に用いられている人工腎臓に代わる次世代型の新規な人工腎臓を志向するデバイ













噂盟r Si 之e of holw fiber mebranes 
Iner diametr [μm] 20 
Outer diametr [μm] 280 
しength [cm] 
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Fig.1 Hemodialys and Artificial kidney(Dialyzer) 
この血液透析は， 192 年アメリカの Abel により初めて動物実験が行なわれ， 1945 年には
オランダの Kolf により回転ドラム型人工腎臓が発明され，救命に成功した.本格的に治療
法として普及したのは 1960 年代からであり， 1960 年にはノルウェーの Kil によりキール型




部に沈着する主体の成分が s 2 -microglbuin (分子量 180) であることが報告されて以来
(下条他， 1985) ，分子量 1 万以上のタンパク質の除去に注目が集まった.臥液透析療法では，
IIll液中の血球や Albumin (分子量 690) など有用なタンパク質が血液中から過度に漏洩す









タクリノレ酸メチル膜の吸着特性を用いた除去の研究が進められている (Kobayshi et 
al.， 1986 ，Sugay ， 19 ;山田他， 204; 菅谷他， 205; 菅谷{也 207) . しかし，このアプ
ローチも必ずしも十分というわけではなく，それらの病因物質を完全には取り除くことはで















る(It abe et al.， 196). これを改善するために，抗酸化作用を有しているビタミン E を透析膜
表面に国定化した人工腎臓も市販されている (Girndt M et al.， 20; Miyazki H et 
al.， 20;Shimazu T et al.， 201). しかしながら，血管の年齢が健常人に対して約 20 年も允
進しているという状況を改善するまでには，まったく至っていない.また新たに，糖尿病を
原疾患とする透析患者が導入患者の半数以上を占める状況になってきており，透析患者にお
いて， 8-hydroxeguanosie (8-0HdG) という， DNA の構成成分であるデオキシグア
ノシン (dG) が活性酸素などのフリーラジカノレにより酸化されて生成した物質が高濃度に存
在することがわかっており，高レベノレのストレスに暴露されていると考えられる (Yokzaw





















にある「生体膜(B iome brane) J のストレス応答であると考える事も可能である.細胞は




物質(遺伝子/タンパク質)の構造・機能に着目した Genome / Protem に加え，生体膜そのもの





いる (Yoshimt et al.， 207 ; H.TBui et al.， 208) .さらには，環境変動(ストレス)条件下にお
いてダイナミックに膜特性を変化し， リボソームが必要最小限の要素物質を認識・集積化し，
酵素様機能を誘導する現象 (LIPOzyme 機能 L i posme + En 宣血豆)が報告されつつある
(Yoshimt et al.， 207 ; H. T.Bui et al.， 208;Umakoshi et al.， 208; L. Q.Tuan ，208) .各種の報告の
中で，リボソーム自身が有する I( 動的)分子認識能 j が必須不可欠な現象となっている.この





al.， 20S). (a) タンパク質の構造形成を促進する機能 (Kuboi et al.， 197;Yoshimto et 
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解析ツールが報告されている (Fig.2). 例えば， (i)周定化リポソームクロマトグラフィー
(l LC)(Y oshimto et al.， 198; Y oshimto et al.， 206;' Yoshimt et al.， 207) ， (i i) 罰定化リポソーム
分離膜 (ILM) ， (iii) 固定化リポソームセンサ ( I LS)(Morita et al. 206;Morita et 








































Fig.3 Hierarchical structure of artificial organ 
リポソームの識別機能を， 静電的相互作肘，疎水性相互作用，al. ，206) を用μる事によ り，
リポソーム膜の水素結合安定性について独立した物。性パラメータの解析が可能であそして，
る









れまで，リポソームの国定化として， (a) 物理的なトラッフ。法(Yang et al.， 194) ， (b) 抗原一
抗体法(Yang et al.， 198) ， (c) 疎水性のリガンド法(Har et al.， 20) ， (d) 共有結合法(Yang

































































































本論文では 1""' 4 章によって構成され，全体の構成は， Fig.6 のフローによって示される.
















第 2 章 親水性ポリマーの構造解析とリポソーム固定化デバイス設計に向けた基礎検討
ILM-AK の設計に必要な基礎データの研究について述べた.素材の研究においては，膜モ





























第4 章 ILM-AK の次世代型新規人工腎臓としての評価
ILM-AK の人工腎臓機能としての評価を行った.ここでは 2 種類のモデ、ル実験を行った.
つ目は，タンパク質のりフォー ノレデ、イング実験で、あり， molten globue 状態 (3 次構造は変化して
いるが，コンパクトで比較的安定に存在する状態)のタンパク賀を患者の変性タンパク質と
仮定して， リポソーム固定化膜との棺互作用を調べた.二つ巨は，患者のモデル液として腹
















































このような背景により，現在の人工腎臓の研究・開発は，救命・延命から QOL (Qua 1i ty of 














Contiuos U 1t rafi 1t ration System :ACUS) を開発した.トータル・システムとしての ACUS















(plasm ， serum ， urine ， tisue ， cell) 
Pretamn 
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Biomarke profiling 
MALDI ト-TOF 剛ぷ
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validation 





Fig.l ・1 に臨床プロテオームの解析手}I 慎を示した.血柴や血清などをはじめとする臨床サ
ンプルは，高感度の分析を行うために通常 f前処理」と呼ばれる処理を行い，目的とする
成分を含む分間に精製する.その精製処理を行った後に，タンパク震を同定する
MALDI -TOF- MS/MS 法や naoLC/ESI -MS/MS 法などによって，血液中や細胞中のタ
ンパク震を同定し，患者の病態解析や，新規薬物の開発を行う. Fig.I-2 に血液中のタン
パク震の割合を示した.研究開発の指標となる患者特有の微量タンパク質を同定するた




必須であり，多量に存在するタンパク質を除去したのち， 2 次元電気泳動 (2DE) もし
くは 2 次元の電気泳動を (2D も C) を行った後に質量分析による解析を行うことが必要
である.
n H  H u  h u  o ga、J+tnHnu 心T
M
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Fig. 1-2 Relative quantiy of plasm/eru proteins 
従来より，タンパク質の前処理用デ、パイスとして，デ、イスクアイノレター型のタンパク
費分画フィルターや遠心チューブ型のタンパク震濃縮器が主に研究用として市販されて
いる(販売会社としては， Milpore 社や Whatman 社等)が，これらはいずれもプロテ
15 
オーム解析のための充分な分離性能を備えておらず，現状は欧米の会社を中心に市販さ
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(b )Treatd plasm/serum 










均重合度 90 ，重量平均分子量 406 ，新中村化学工業(株)製)をジメチルスノレホキシド (DMSO ，
東レファインケミカル製)に溶解した後，アクリロニトリル (AN ，三井化学製)と 2，2'- ア
ゾピス包，4- ジメチルパレロニトリノレ (ADVN) を加えて，窒素雰囲気下の密閉容器内で 41 0C ，
48 時間の条件にてラジカル重合を行った .このときの各成分の組成比 (wt%) は
M90G:AN:DMSO=9.6:2 .4 :70 ， ADVN は 0.5w% に調整して実施した.重合後，メタノー
ノレ中で残留モノマーを抽出した後に 30 0C で 48 時間真空状態にて乾燥させて，抗血栓性ポリ
マー (PAN-PEO) を得た.
( 2) 中空糸の製膜
PAN -PEO とPAN を DMSO に混合させ， 90 0C で 6 時間溶解し，紡糸原液を得た.得ら
れた訪糸原液を環状スリット型中空口金から， 1. 2g/min の割合で空気中に吐出した.同時に
中空内部にはきま素ガスを 30m mA q の圧力で注入した.乾式部分の長さは 4mm ，凝闘浴には
47 0C の水を用いた.水洗後 62% グリセリンで前処理した後， 85 0C75% のグリセリン水溶液
で 5% の弛緩熱処理を行なって 19m/in でサンプリングした.
( 3 )膜の構造解析
PAN-PEO 中空糸摸は篭界放射型走査電子顕微鏡 (FE-SEM) で，またオスミウム酸染色
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した後，透過型電子顕微鏡 (TEM) で観察した.さらに，内表面から約 50A の部位での PEO










ポリカーボネート製の直径 5m ，長さ 12m のケースに中空糸膜を 40 本または 10 本を
組み込み，ポリウレタンを用いた遠心成形法にてモジューノレ化を行った.
(2) デキストランを用いた膜分離特性評価
Fig_1-4 に評価システム罷を示した. FULKA 社製デキストラン Mw"'- 150(No.394) ， 
M w  '"'"' 60(No.318) ， M w  1500'"'"' 20(No.3187) ， M w  '"'"' 40(No.3189) ， Mw'"'"' 
60(No.3197) ， Mw"'-20(No.3198) を各々 0.5mg/mL (溶質全体では 3.0mg/m L) 
になるように蒸留水で溶解し，デキストラン水溶液(原液)を作成した.
原液循環流量，櫨過流量が所定の流量になるように流速を調整した.次いで，充填して








温度40 0C ，移動相を液クロ用蒸留水1m L/min ，サンブツレ打ち込み量10μ1 で分析を行い，示
惹毘折率計(東ソ一社製 RI-802) にてslice time O.02min ， base-linrage 4.5'"'1 1. 0min で、
測定した.カラムのキャリプレーションは，測定直前に単分散のデキストラン (Fluka 社製デ、
キストランスタンダード No.3146 ，No.3147 ， No.3148 ， No.31420 ， No.3142) を用いて行
った.キャリプレーションでは，各デキストランスタンダードを No.3146 ，No.3148 ， 
No.3142 とNo.3147 ，No.31420 に分けて，各々 O.5mg/mL に溶解し，各々のピークトップの
retnio time と重量平均分子量をプロットし，指数近似曲線を求めることで、retnio time 
と重量平均分子量の関係を求めた.ふるい係数は，モジュール原液入口の示差脂折率値 (C J ， 
出口の示差屈折率値 (C O ) ，轍液の示差屈折率値 (C r) を測定し，以下の式によりふるし司系数
(SC) を算出した.
Sc=2C r/ (C j十 C O )
filtrate 
efluent Dextran stock solution 
Fig. 1-4 Experimntal Setup for Pore Size Charcteristics of Membrane Filters 
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1-3 結果および考察
1-3-1 抗血栓性持続除水システム(A CUS) の設計
Table1- fこ， ACUS に用いた要素技術を， Fig.1-5 にシステム全体図を示した.ここでの，
抗血栓性化の技術は大きく 2 つに分類される. 1 つは抗血栓性材料技術で、あり，抗血栓性材
料としての PAN.PEO ボリマーおよび抗凝固剤であるへパリンを固定化した材料を採用した.
本システムの全内表面積の約 9割を占める中空糸膜は PAN-PEO コポリマーから作られてお
り， Fig.1-6 に示すように，親水性のポリエチレングリコール (PEO) を含み，抗血栓性の
特性を有するアクリロニトリノレ (AN) とメタクリル酸メトキシポリエチレングリコールと
のコポリマー (PAN-PEO コポリマー)と，強度を向上させるためのアクジロニトリルのホ
モポリマー (PAN) からなるポリマーアロイ膜である.内径は 300μm であり， 0.25m 2の
面積のモジューノレを作製して臨床評価まで実施した.ここで， PEO は共重合ポリマーにおい
て， PEO の重合度と血小板付着との関係が研究されており， PEO 鎖が長い場合に優れた性




とにより，血小板の付着を抑制することが可能であり (Tanzwa et al.， 1973) ，ポリ塩化ピニ
ル鎖にジチオカブパマートを導入してメタクリル酸メトキシポリエチレングリコールとメタ
クリル酸 N， N ジメチノレアミノエチルを光共重合グラフトし，四級化して親水性カチオンマト
リックスを合成し，コーティング後へパリンを作用させたカテーテノレが製品北されている.
本研究で、のへパリン閤定化カテーテルには内/外径口 2.4 /3.m のものを使用し，田路には内






Table 1・1 Design of ACUS 
Elemntary Technolgis Elemntary Parts 
Antihrombgec M a t e r i a l s / S u r f a c e s E  
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Fig.1 ・6 Chemical structure of PAN and PAN-PEO polymers used for preaing 
an antihrombgec holw fiber mebrane. 
1 - 3 - 2 PAN - PEO 膜の構造と抗血栓性
紡糸条件を変えることにより膜
表面の構造が異なる種々の PAN
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Fig.1-7 Relationshp betwen the surface 
microstucre of membranes and circulation time in 





優れた抗血栓性を示した膜の構造をさらに詳細lこ調べると， Fig ，l-S および Fig_1 -9 にポす
よう な知l見が得られたすなわら，まず Fi g_l-S に示す膜断面の SEM および TEM 観察の対
比から，約 30 A 粒チから成る網円状微細構造の存在と 内表面付近での高渡j主の PEO の凝
集 (オスミウム酸で黒く染色されている)が示唆された 。
Holw Fiber Membrane 
(a)Scnig Electron Microspe 
(SEM) 
(b)Transmio elctron microspy 
(TEM) 
←ー→10nm 




Fig_1 ・8 Cros sect ion of PAN-PEO membrane observd by SEM and TEM 
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(a)Concetraion of PEO at the iner surface (x-ray Photelcron Spectrosy :XPS) 
45% (Depth 50A) (Ave .=18wt%) 
(b)Depth Profile (secondary lon Mas Sp 巴ctromey:SIM)
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Depth From Iner Surface( A) 
Fig. 1-9 Concetraion of PEO near the iner surface of the membranes 
また Fig.l'9 にX PS および SlMS による内表凶近傍の測定結果を示した膜巾の平均 PEO
含有量は 18wt % であるが，最表層においては 45wt% を示 し (XPS 測定)， PAN-PEO 中空糸
l艇の内表面付近に PEO 成分が高波度に凝集していることを定孟的に明 らかにすることがで
きた.また PAN-PEO コポリマー単独中空糸膜 (PEO 含有量は 18wt %) を作成し， PAN-PEO 
とPAN のブレンド膜を比較したと ころ，ブレンドl艇の)j が，よ面に PEO 成分が集積しやす
いことがわかった. 図中に製膜前総液の TEM 観察結果を示すが， 同じPAN 系のポリマー
であっても，PAN とPAN -PEO は相溶せず， PAN 相とPAN-PEO 相!とが相分離を起こす，
このため，ブレンド膜において表腐近傍にて PAN 相と PAN-PEO 相とが相分離を起こし，
表而に集積しやすい PEO 成分がぶ面近傍にて濃縮したものと考えられる
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1 - 3 - 3  動物実験を用いた抗血栓性効果確認と要因分析
正常な家兎および、ピーグノレ犬を用いて抗血栓性の評価を行った. ACUS システムに関しへ
パリンなどの抗凝固剤を使用しない条件下で犬を用いた体外領環実験を行った.
システムをI.カテーテノレと回路 II. モジューノレ・ヘッダー， 1lI.中空糸膜の 3 つに分け，
それぞれを既存技術のエレメントを使った場合 (C) と本システムエレメントを使った場合









Table1 ・2 Comparison of extracopl circulation time in dog model 
Combinat of elmets Extracopreal circulation Corelation of results 
Descripton 
time without heparinzation 
with those of totaly Elemts (min) 
modifed version 
E E Mean: とSD n 
Control C C C 30 ，40 2 
Patialy modified C C M 5 土21 6 p<0.5 
C M C 
M C C 45 土21 5 p<0.5 
C M M 50 土23 3 p<0.5 
M C M 70 土49 6 p<0.5 
M M C 9 :t 82 4 p<0.5 
Totaly modifed M M M 458 :t 302 24 
C ， Convetial; M ， Modifed. Elemnts: 1 ， cather and tubing ; II ，headr (inlet ，outlet) and 




である. 48 本の人工腎臓を急性の腎不全患者に適用し，持続ろ過時聞はモジューノレ当り 5"-










Range 5-217 hr 
Average 34hr 
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Molecuar weight ， Mw(Da)
Fig. 1-1 Dextran sieving profile of the mebrane.(a):GPC measuremnt profile of each 
solution.(b): dextran sieving profile for each Molecuar weigh t. 
1-3-6 多段分離システムによるタンパク質分画設計
10 6 







































Fig.1-3 Dextran sieving profile of the membrane 
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10 5 
1 - 3 - 7  血清からの高効率タンパク質分離
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Figl-14 には HFMD を用いて血清を分離した結果を恭した.左側が電気泳動法によるタ
ンパク質パターンであり，右側はこの電気泳動ゲ、ノレを定最化した分布パターンである.最
も高性能と言われている Agilent 社の抗体カラムと，同じ膜分離方法として平膜タイプで
の遠心分離フィルターCSpin type 五lter) のデータを比較対照として採取した. 分子量が





























21.% 1.% 10.% 
以 Aんml
J ~ ぃ--^-^-


















Difernc in Electrophi Patern Fig 1-4 
まだ多くのl高分子量タンパク質が残ってしまってい20~30%に濃縮することはできるが，
高分チ量領域を庫11これに対して HFMD では 80 % 以上に濃縮することができており，る.
左の写真でも多くのタンパク質を確認することが可能で的に低減することができている
HFMD の性能特あり，市販システムに対して飛躍的に高い性能であることを確認できた
性{直を Albumin とs，'microglbulin の濃度変化によって評価した結果を Table 1- 4 に示
した Albumin は血清中に 5 % 含まれているが，処理後は約 1 方分の 1 以 |、の量に低減す。一方，1% 未満であるることができており ，処理後の全タンパク質中に占める割合も
30% 近く 回収することができることから，全タンパク質中にz'microglbulin においては，
市販これは，占める割合は 1 % を越えており ，約 30 倍に濃縮することが可能であった
30 
の前処理用デバイスを凌駕する性能である.
Table 1-4 Selctive conetraion proe 出es
Original plasma Recoverd plasma 
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Table1 ・5 Proteins identified in dialysis patients 
Protein 
Beta 之輔microglbuin
Plasma retinol-binding protein{PRB) 
Heparin cofator 11 (HC 田 11)
Complement factor 0 
Myoglbin. 
Macrophage colny stimulating 
factor ぺ(CSF-1) (MCSF) 
Caldesmon (CDM). 
Guanyli (Guanylte cylase activator 
2A) (Guanylte cylase 
Activating protein 1) (Gap-I) 
Thioredxn (AT し.derived factor) 
(ADF) (Su げace asocited sulphydrl 
protein) (SAP). 
Osteopni(Bone sialoprotein 1) 
(Urina 叩 stone protein) (Secrtd 














Detcd in urin 
しowactivy
normal: 1.02 + 0.1 ug/ml~ 
ESRD:12.12 士 2.38 ug/ml 
High level 
ESRD;preHD: 1287 :t 380 U/ml 
C2 .4 times by normal) 、
ESRD;postHD: 164 土 456 U/ml 
High level 
normal: 28.0+5 .4 ng/ml 、
ESRD;HCV ゃ: 12.3 土3.7 ng/ml 、
ESRD;HCV-: 69.7 土 3.ng/ml
normal: 315. +117 .4 ng/ml 




ることをいくつか明らかにしている.例えば， Fig.1 ・16 には，透析患者の血液が肥満細




定したところ，透析患者において，分子量が 1 6 万近傍の分画成分に非常に強し味Ij激性
があることがわかった.
分子量が 1 6 万であることから，抗体であることが考えらるため，抗体カラムを用い
て，抗体と抗体でない分画に分けて，ヒスアミン刺激を確認したところ，驚くべきこと
に，この刺激成分は抗体成分ではなく，界面活性剤などで解離する会合体であった.す
なわち，抗体などの分子量 1 6 万の単独タンパク質ではなく，援数の種類からなる混合
物であることがわかった.さらに界面活性剤で分離した成分を 2 次元電気泳動法にてタ
ンパク震のパターンを解析したところ， Fig.l ・17 に示すように，全く異なるパターンを
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は，s 2-mi croglbuin をはじめとした構造異常が起こったタンパク質の正常化機能を活
用する必要があると考える







































抗血栓性に優れた持続人工腎臓システム， ACUS を設計した.ここで， PAN-PEO 中空糸
膜の内表面には PEO が高濃度に凝集しており， 5oA 以下の微細な相分離構造とともにその
優れた抗血栓性に寄与しているものと思われた.
























































ROS Creactive oxygen specis ;活性酸素種)との関連性が注目されている.透析膜と白血球
の接触はROS を発生する事が報告されており，動脈硬化などの多くの病気に関連している可
能性が示されている CJackson et al.， 195). 近年，透析膜の抗酸化特性を改善するために，
ビタミンE による透析膜の表面改質行われており (Surhasi et al ， 192) ，臨床的にも酸化ス
トレスが軽減される知見が報告されている (Wraten et al.， 19). また， リポソームとピタ
ミンC.E を添加した透析液を用いるHemolipdays においても，酸化的ストレス低減の効






識することについて報告されている (Kuboi et al.， 20;Yamhar et al.， 198;Kuboi et 
al.， 206). 近年，ストレス条件下ではりポソーム膜自体の潜在的な機能が誘導される事が報
告されている (Kuboi et al.， 208): (a) タンパク質のりフォールディングを解除する分子シャベ
ロン様機能(Kuboi et al.， 197;Yoshimt et al.， 19;Umakoshi et al.， 207) ， (b) タンパク質
の脂質膜の透過機能， (c) 膜融合機能， (d) LIPOzyme 機能(リポソーム+酵素)などである.リ








本研究では，中空糸模モジューノレにリポソームを充填した Holw Fiber 
Liposme 耐Loade Membrane (LM) を作製した. リポソームは最初に膜のモジュールの多
孔性のスペースに充填し，それを用いて，酸化して断片化している SOD(Superoxide
Dismutae; 超酸化不均化酵素)の分離について検討した. 上記で調製した) SOD LIPOzyme 




























2 ー 2-1 親水性材料の物性評価と吸着挙動解析
(1) 表面プラズモン共鳴 (S PR) 測定
SPR の測定には， BIACORE 社製 fBiacore30J を装置として，センサーチップは間
社の fSIA Ki tAuJ を使用した.センサ一グラムのシグ Pナルは Resonace unit (RU) と表
示され， 1RU は 1pg/mm 2 の表面濃度に相当するため，ここではこれを換算値として用い
た • SPR チップ (GE ヘルスケアバイオサイエンス社製)の PSf 薄膜の調整は以下の手順に
て行った. PSf はアモコ製 P350 を，溶媒にクロロベンゼン (Wako) を用い， O.lwt/vo% 
の濃度となるよう一晩撹搾にて溶解させた.センサーチップをスピンコーター (MIKASA)
にセットし， PSf 溶液をパスツーノレピペットにて1， 2 滴滴下した後すぐに， 300rpm ， 1min
の条件で PSf 薄膜を調製した.
SPR 測定では，まず金膜のみのセンサーチップを Biacore30 の fRun senorgamJ に
てシグナル強度を測定した.続いて PSf 薄膜を調製し，センサーチップに残存液滴が無いこ
とを確認した後，シグナノレ強度を測定した.各種ポリマーの溶液を添加した後は，
Tr itonX-10 水溶液 (O.025vol%) (以下， Tr iton 水溶液)を添加し， PSf 薄膜のベースライ
ンと同程度になり，この条件で各種ポリマーが剥離されることを確認した.
このセンサーチップを装置に挿入し， 20 秒開センサーチッフ。を水洗浄した後，各種ポリ
マー水溶液を20μ L/ min で、750μL 流してPSf 表面に吸着させた. 20 秒間水洗浄後， Triton7 J< 
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溶液を20μ L/ min で、750μL 流し，吸着させた親水性高分子を剥離させた. PSf 表面への吸著量
は，センサーチッフ。挿入直後に20 秒間水洗浄した後の値を O として，洗浄後の値との差と
した. タンパク質の吸着測定も，同様の方法でポリマー水溶液の代わりにタンパク質水溶液
を用いて実施した.
( 2) 示差走査熱量測定 (DSC 測定)
セイコ一社製 DSC620 を用いた.試料皿の重量を測定した後， 10wt% のポリマー水溶液
を添加した.その後， 80 0C の乾燥機に入れて，7.kを蒸発させることで，水分率を調節した.
試料盟の葦重量を測定した後，シーリングした.
DSC は， -10 oC まで冷却し， 25 0C まで昇温速度 50C / 分でデータサンプリングした. DSC 
測定後の試料皿重量を測り，この値を DSC の測定値と対応した水分率とした.
各種水分率について測定を行い，添加水量と観測水量をプロットし，該直線を外挿して得





アナライザー(4291B) を用いた.複素誘電率の実数部分は比誘電率 (ε ，)に，虚数部分は誘電損
(ε" )に対応する.装置の校正にはキャリプレーションキット (open ，short ， 50 Q ， lowpas) の他に
水，メタノーノレ，エタノールを用いた.比誘電率に関して，文献値との差が相対誤差 4% 未
満になれば校正完了とした. 目的サンブツレを測定する前に， 30MHz 付近で単一緩和が見ら
れる 1，4-ジオキサンの誘電スベクトルを計測し，従来の知見と一致することを確認した.ポ
ジマー水溶液 150μi をインピーダンスアナライザーのセノレに導入し， lMHz から lGHz の範
聞で複素誘電率を測定した.被素誘電率の周波数依存性は Deby の式により解析した.
ε， = d. ε1/( 1+(j! fcli) +邸 2/(1 十(j! fc2)2) 




ここで， d. e j， d. ε2 は第 lおよび第 2 緩和幅であり，ん， !C 2 は対応する緩和周波数である.




分子量物質の絶対分子最分布を求めるものである. GPC は， Waters 社製ゲ、ル浸透クロマト
グラフ，検出器はおなじく Water s社製示差屈折率検出器 RI410 を用い，感度 8 x (50%) 
にて使用した.カラムは東ソ一社製 TSKgelGMPW-XL を 2 本接続し，溶媒には
O.lM 刷NH4ClpH9.5 を用いて，流速 0.716ml/in ，温度 23 土 2 0C ，注入量: 20μl にて測
定した. MALLS は Wyat Technolgy 社製 DAWN-DSP 型多角度レーザー光散乱光度計を
用い，波長 632.8nm(He- Ne) にて測定した.
(5) A F M 測定
AFM を用いて，モデルフィノレムもしくは中空糸膜表面の形態および表面の柔軟性を測定
した.測定には，走査型フ。ロープ顕微鏡 SPM 950-J3 (SHIMADZU ，Kyot ，Japn) を使
用し，観察モードはコンタクトモード，プロープは NP-S (l 20mm ，wide)(Nhon VEECO 
KK ，Toky ，Japn) ，スキャナ標準は Standard(30m x 30mm x 5mm) ，走査範囲は 2mm
x2mm (画像の Z スケー ノレはlO nm に統一)，走査速度は 0.2Hz ，画素数は 512 x 512 の条
件にて行った.中空糸膜内表面の AFM フォースカーブを測定する際には，中空糸膜を試料
台に貼り付けた後，純水を滴下し，中空糸膜がj湿潤した状態で行うことを基本条件とした.
また，フォースカーブは 1 水準あたり， 20 箇所点以上を測定した.膨潤層の摩みは，こ
の平均値を取った.
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2-2 ー 2 リポソーム充填中空糸膜の作製
( 1 )試薬(リポソーム)
l-Palmitoyl-2 叫 eoy 1- sn -glycero- 3 -p hospcline (PO PC) は NOF 社製を用いた.
(2 ) リポソーム調製
リン脂質はクロロホノレム/メタノーノレで、可溶化した. 溶剤を減圧留去の後，得られた脂質薄
膜を，少なくとも2時間，真空中で乾燥した. 脂質フィルムは蒸留水ないし 100mM calcein 
溶液によって水和されて，多重膜ベシクル (MLV) を調製した. MLV 溶液は，凍結(-SoC) ・
融解(相転移温度以上)を 5間繰り返し， 10nm の孔径のポリカーボネートフィルタを用いて，
粒径を調整した.
( 3) 膜のモジューノレ操作
LLM の中空糸モジューノレには東レ社製BS 剛1. 6UL の中空糸を 10 本充填したものを用い
た.モジューノレには内径 2mm のシリコンチューブ回路に接続した. モジュールと回路の全容
積は7ml で、あった. シリコンチューブ?の流路に peistalic ポンプを装備して溶液を送液した.
圧力計はろ液側に接続した. サンプルローディングの前に，緩衝液を用いて，膜モジューノレ
内を洗沖した. リポソーム溶液は， 0.5 ・2.0m l/ min の流速で、透析液側から血液端まで膜のモ
ジューノレシステムに導入した. 庄力計は，膜の圧損をモニターするために，車液側に接続し
た. リポソームが中空糸膜モジューノレに充填した後に，酸化・断片化したSOD を， Cu/Zn 溶
液と共に充填した. リザーパーとモジュール出口におけるタンパク濃度を経時的に測定した.
SOD 様活性の測定では， WST-l [2-(4- Iodpheny l) -3(4-nitropheny l) -5-(2 ，4-disulfopheny l) 
-2H -terazolium ， monsodium salt] に伴うキサンチンとキサンチン酸化酵素混合物をLLM




H202 によるZn- SODI 掛片化:
Cu/Zn-SOD ， (2μM) は， 12 時間， 37 0C のヲン駿緩衝液(pH 7.4)で、 H20(2mM) と共に処理し
た. その後，断片化している SOD の酵素活性とタンパク濃度を測定した. SDS-PAGE を用
いて， SOD 断片化を分析した.
SOD 活性:
水溶性のtreazolium 塩， WST-1 は，スーパーオキシド・アニオンにより水溶性のformazn
を生成する.そこでは， 02 の減少速度はキサンチン酸化酵素(XO) 活性に比例しており， SOD 
共存下ではその反応が阻害される 450nm で、WS 予 1 formazn の吸収スベクトルを測定した.
そして，着色の減少より， Formazn 生成反応の阻害活性としてSOD 活性を定量的に評価し
た. BCA Protein Asay Ki tは，タンパク濃度を決定するのに使用した. タンパク質は，央
雑物質を除去するために，氷冷アセトン溶液で沈殿し， 20 分間， 1万50rpm で、遠心分離の後
に測定した.反応液を試料と混合し， 30 分間37 0C で処理の後， 562nm で、の吸収を測定した.
逆相HPLC のために， FCV- lO AL ポンプ， DGU-20A3 デガッサー， SPD ・.1O A UV-VS 探
知器，およびLC 岨 10AD 液体クロマトグラフからなる島津製作所社製HPLC システムを使用し
た. uv 測定はの20nm の波長にて行った. 流速は， 1m Ll min に設定し，アセトニトリノレ/
水(7/3:vol%) の移動相(25 0C) をカラムに導入した.カラムには充填材粒子表面が Octadeyl 化





い計算を行うために， Eq.(3) ，Eq(4) の流量計算式の改良を行い，出u夜側から透析液側に櫨過が
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起こる正憾過領域については正鴻過係数 (L p 13) を，透析液側から血液側にj慮過が起こる逆
憾過領域については逆櫨過係数 (L p 1))を区別して用いた.
<圧力>
d P B 128μ 
d z  7r D1j ¥f 
d P D 3 2μ 
d z  。ら 25 1)
<流量>
a) P B - P I)-L!7r ミ O の場合
d Q [ d Q I) 
Q Il (1) 
QB ( 2 ) 
z 一一一一- =-JvA' =-LpBA' (P 13 - P D - L!7r) (3) 
d z  d z  
b) P n -P D - L!7r <O の場合
dQn d Q l) 
=-JvA' =-LpDA' (P n - P D - L!7r) (4) 
d z  d z  
<物質>
d (Qn C n ) d (QD C l)ノ
=-NsA' ( 5 ) 
d z  d z  
ここで，
Ns=Jv5 ∞ {C Bθ x p (α) - C I)} /'β ( 6 ) 
Jv Jv 
α=Pcm+ 一一 +一一一 (7) 
k" k l) 
Jv 
β ( 1  - 5 cn) e x p (-一一-) ( e x p ( P c m) - 1 } (8 ) 
k l) 
+ 5 ∞ (e x p (αノ-1 ) 
S ∞ Jv 
Pcm= ( 9) 
Pm 
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P は庄力，Q は流量， C はj容鷺濃度， Ll Jrは目安質浸透庇 J v はi慮過流東 sは流路断面積，
Lp は鴻過係数 A' は単位長さあたりの膜語積 D は中空糸内径，。らは透析液側流路相当
直径，N は中空糸本数， μは粘度 N sは血液側から透析液側への溶質流束， S CQf 土極限ふる
い係数(= 1 - a ， a : stavermn の反射係数) ， P m は膜透過係数 k は境膜物質移動係数，
Z はダイアライザー長さあたりの距離をそれぞれ意味しており，添字の B は血液側 D は透
析液側を表している.
( 2 )正櫨過係数，逆櫨過係数の測定
東レ社製"トレスルホン" BS 側 1.6UL を用いて，正j慮過係数，逆j慮過係数を測定した.実験は「各
種の血液浄化法の機能と適応一血液浄化器の性能評価法と機能分鎖 (透析会
誌，196 ，29:1231 幽 1245) J (以下機能分類法と略す)に記載の回路を用いて実施した. L pB ， L 
pD の値はトータノレの櫨過流量を-10m l/ min から 50m l/ min まで変化させてダイアライザーの
入口，出口圧力を測定し，得られた流量一圧力のデータより数値解析を行うことで算出した.
2-3 結果および考察
2 - 3 -1 PVP とポリスノレホン膜の相互作用
Fig.2-1 に今国用いた疎水性のポリスノレホン (PS f)と親水性のポリビ、ニルピロリドン





PVP は水溶性ポリマーで、あるが， PSf とも緩やかに相互作用し，表面に吸着すると考えられ
る.その仮説を検証するために， PVP とPSf フィルムを用いたモデ、ル実験を行った.モデル
実験での吸着量測定には， SPR を用いた. SPR では分子がセンサー表面に固定されると，
センサー表面とその上を流れる液体との界聞の屈折率が変わり，結果として反射光に生じる
暗線の角度 (SPR アングル)が変わる. SPR アングルの変化は結合分子の費量変化に比例
47 
(a) Polysulfone(PS f) 





Fig.2-1 Chemical structure of polysulfone(PS f) and polyvinylpirolione(PVP) 
するために，認識，結合，解離など分子聞の相互作用に関して完全なプロフィールを リアノレ
タイムに千等ることがて、きる.
PVP 水j符I夜の濃度 と PSf フィノレムへの吸着~の関係を調べた結果を Fig.2'2 に示 した v 
の|宮!から ，水溶液濃度とと もに吸着最が焔人;することが確 認でき，PV の吸着等視線は，通













0.17 q=275 C V.II (r 2 = 0.98)
20 
0
1 10 10 10 10 
Concentration of polymer aqueos solution [pm] 






Fig.2-3 には界面活性剤で洗沖した時のフィルム上の PV ポヲマー量の変化を調べた結果
を示した. PSf フィルムに PV を吸着させたものは，界面活性剤の洗浄により，剥がれ落ち
る.一方で， PV を吸着後， γ線照射したものは，界屈活性剤で洗浄しでも吸着した量の 9
0% 程度は剥がれ落ちず， PSf フィルムに国定化していることが確認できた.
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Volume of detrgn [μ1] 
Fig.2 ・3 Imobilzed of PVP on the PSf surface; (⑪ )PVP 
(く>) PVP adsorptin. 
PVP の生体成分付着抑制効果(血小板付着抑制)2-3-2 
PSf 表面に PVP を回定化した中空糸サンプルを用いて血小板付着性評価を行った.横軸に
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Amounts of aded PVP [mglm 2 ] 
Fig. 2-4 Relationship betwen amounts of aded PVP and adsorped amounts of platelet 
50 
PVP が付与されるほど血小板付着抑制が認められ， 30mg/m 2以上の表面量にて付着をほ
とんど無くすることができた.













/1 Fre water I 
σ:伊〈千代償代作「十
101ec 監1t 11~m+ltItJ~IN勺ZZing
Fig.2 ・5 Schematic illustration of hydrated 
water on the material surface 
中間水や不凍水の量は， DSC や誘電緩和， 1 R ， NMR などによって測定することができ
る.本実験においては， DSC および誘電緩和によって測定を行った.各水分率での PVP 水
溶液の DSC 曲線を Fig.2 圃 6(a) に示した. PVP 水溶液の水分率が低いときは，添加した水が
すべて不凍水になるので，同80 0C まで冷却しでも氷の融解ピークは認められない.さらに，水
分量が多くなり，水分率 46% 付近で， -lO oC 付近に中間水の融解ピークが認められた.さら
に，水分を添加すると， OC で凍るバルク水の融解ピークが観測される.
添加した水分量，観測された水分量から，中関7K，不凍水の量を求めることができる.
PVP について，中間水，不凍水を DSC により定量し，水和に与える影響を検討した.この
結果， PVP の繰り返し単位(分子量 11) あたりの中間水量は 2.8 錨，不凍水量は 3.7 個と
計算することができた.PVP の不凍水，中関水量の測定結果を Fig.2 ・6(b) にまとめた. PVP 
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melting peak of nor トfrezing water 
melting peak of bound water 
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(b)Number of water molecu per polymer 
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Bound water 2. 8 
(0) IlI ustration of no-frezing water and bound 
water on polymer 
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Fig.2-6 DSC curve of the PVP solution and schemati IlI ustration of water on polymer 
では中間水とほぼ同じ量の不凍水量が存在することがわかる. PVP では，7.kとの親和性が
高いため，強く束縛する水の最も多いものと考えられた.また，誘電分散を用いた水の分析




溶液中のポリマーの分子半径を GPC-MALLS によって測定した. GPC-MALLS の結果を
Fig.2 同7 に示した.本方法を用いると，各分子量毎に，その半径を知ることができ，分子量約
10 万の PVP で 30nm 程度の広がりを有すると考えられることがわかった.
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水分吸板付着，横軸にフィルムの水分吸水時の膨潤比をとったグラフを Fig.2 ・8 に示した.
この{直に
PVP の架橋フィルムは PVP 水溶液を板
吸収した水の重量の比を示しており，
比例して，架橋度が低く，膨潤性が高いと言える.
門N E 3 0 v
×円.さ包
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Holw fiber mambrane 
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Cantilevr height 
sweling layer at the surface 
Fig.2-9 Analysi of hydrophilc region on the polymer surface 




測定結果を，他の測定と合わせて， Fig.2 ・10 に示した. PSf 表面は平坦であるのに対し
て， PVP 表面に凹凸が見られる.凹凸のパターンは数lO nm であることから， GPCIMALLS 
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Fig.2-10 Surface structure of PSf/PV film 
2 - 3 - 4 PVP 表面でのタンパク質付着抑制効果
PVP のタンパク質付着抑制効果を確認「るために 5 種類のタンパク質(Al bumin ，
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血小板付着との関係を PSf と PVP をブレンドしたモデル角で示される親水性との関係，
このときのブレン204) . (Fig.2 剛 12 ，Fig2-13 ，葉山ほか，フィルムを用いて確認している




実際の中空糸膜での各種タンパク質の吸着を調べることとした. Fig.2 ・14 には次に，
乾燥状態でPSf !P VP 中空糸膜の内表面四凸状態を AFM にて測定した結果を示しており，
おそらく，水中で PVP水中での観察では平坦な構造である.は凹凸が見られるものの，
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Amount of PVP on film surface[wt 弘]
20 
Amount of PVP on film surface[wt%] 
Fig 2-13 Relation betwn amount of rabit platelet 
and amount of PVP presnt on film surface 
56 
Fig 2ぺ2 Relation betwn contact angle and 
amount of PVP presnt on film surface 
(a) Dry conditon 
. I 
"" 
Field 01 vie w : 20μmX20μm 
ω伺
(b) Wet conditon 







Adsorption test using miniaturc module 
• PMMA Memb. (BG : slightly anionic) 
Iii!l PM MA Memb. (BK- U : noionic) 
Memb. 
→ basic protein 




































DMAc/PVP dens phase 
PSf dens phase 
Internal coagulant solution 
Coagulation Bath 
U町 1 dispersi ∞q Pha …paratior 
Fig. 2-16 Holow fiber sping apartus and phase separtion 
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一 5μm 一
(1 )PSI (2)PMA 
Fig. 2-17 Structre 01 holw liber membranes . (a) SEM observation 01 cros section (From the 
top ;iner side ，iner ， outer side )、(b)SEM observation 01 the iner membrane surface 
50nm 
(a)convetily method (b)3D tomographic reconstui image 
Fig . 2-18 Structure 01 iner su 斤ace in holo w liber membranes observd by TEM 











造の観察が可能となった. Fig.2 嗣 18 はその観察結果であり，最内層には約 10nm の孔が開い
ていることを直接観察することができている(菅谷他， 206). この内表面の構造からも，相
分離は PSf 濃厚相と DMAc lP VP 濃庫相に分かれて成長していくものと考えられる.
Fig.2 岨 19 は膜の分離特性を示している .PMMA 膜よりもシャープな分画能を示しており，
このような構造を持つ特徴を示している. 













0.3 一 : Asymetric mebarne I~ (PSf mebrane) 
0.21- I I醐 四 : Symetric mebrane 
0.11-1(PMMA mebrane) 
0 
10 2 10 3 10 4 10 5 
Molecuar weight ， Mw(Da) 
Fig. 2-19 Separtion proetis of holw fiber membranes 
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10 6 
膜の設計コンセプトを Fig.2 ・20 に，膜のモジュールの実験装震を Fig.2 ・21(a) に示す. リ
ザーパーの POPC リポソーム(30nm) の溶液を， 10 本の中空糸膜からなるモジューノレに充
填した.そして，櫨過溶液は，リザーパー溶液に再循環した. 供給側およびパージ側溶液の
流速は 9:1 に設定した. リポソーム溶液の典型的なクリアランスを Fig.2-21(b) を示す.
1. 0 ml/in の流速では，ほとんどすべてのリポソームが膜のモジュールに充填されることが




















Fig.2-0 Conceptual IIustration of (a) Holw Fiber しiposme Loade Membrane 

























20 40 60 
lime [min] 
Fig.2-1 Experimntal Setup for Liposme Loading (a) and Typical 
Clearnc 8ehavior of Li posome Solution (b) 
(2) 癒過特性
各種流速条件において， リポソーム充填後の膜のモジューノレの櫨過特性を検討した.
Fig.2 ・2 は，単位面積あたりの眼外癒過速度(UFRS) に及ぼすりポソーム充填量の影響を示し
ている.リポソーム充填量の増加に伴い， UFRS 値は先の値の60% まで減少するものの，使用
に耐えられない顕著な減少は観測されなかった. Fig.2 ・23 に示すように，異なった流速におけ
るUFRS 値を解析した. 本実験範盟では， リボソームを充てんしていないコントロールモジ
ューノレにおいては顕著な減少は見られなかった. POPC リポソームが膜モジューノレに充填さ
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Fig.2- Efect of Loade Amounts of POPC Li posme on the Flow Rate of Water in 
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Fig.2 ・24 はPOPC 濃度を測定した.リザーパーと膜のモジューノレシステム出口における，
0.78kPa 未満の低い庇力の下でのりザーパー(Open Key) のPOPC 濃度レベルを示している.
しかし流速(圧が膜のそジュールに充填された.低い圧力では， 80% 以上のPOPC リポソーム
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Fig.2-4 Leakg of Phospholipd from HF しーしM at Diferent Presu Flow 





な影響なく， PS 膜の中空糸膜モジューノレに， 30nm 以上のリポソームを充填できる事が示さ
れた.
2-3-6 リポソーム充填膜モジュールを用いた酸化・断片化SOD の回収
これまでに， SOD が過酸化水素により，酸化・断片化される事が報告されている(恒 lan et al.， 
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Mode: AI Filtration Mode 
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Fig.2-5 Adsorptin of Fragmentd SOD Using 
導入した. すべての櫨過モー Li posme-Loade Holw Fiber Module 
65 
ドにおいて90% の櫨過(10% は外側を循環)を行う条件にて実施した. SOD(2μM) を2mM 過酸
化水素で12 時間処理し， Fig.2 ・21 に示すように， 10μMCu ，および(Zn イオンとともに， LLM 
モジュールに導入した.その後， リザーパーのSOD 断片濃度の経時変化を測定した.






o 5 10 
日ution Volume [ml] 
Fig.2-6 RP-HPLC Chromatogram of SOD Fragment Solution after 
Its Circulation in LLM 
6 
SOD 断片が中空糸膜モジュールに充填されたリポソームに吸着した量に相当する. リポソー
ムはすべてのSOD 断片の 10% を吸着する事がわかった.
さらに， RP-HPLC を用いて，吸着したSOD 断片の特性を解析した. Fig.2 ・26 は，酸化SOD
溶液のクロマトグラムと， LLM を用いてろ過したSOD 断片溶液のクロマトグラムを示してい
る. 酸化SOD の場合， 4種類のピークが観期され，既報と一致した.また， LLM 処理後のク
ロマトグラムには差が見られた. ネイティブのSOD に棺当するP1 断片では，大きな変化が
見られないものの， P4 断片においてピーク面積の減少が観測された. 酸化して断片化してい
















Size 30nm 50nm 30nm 
しiposme POPC POC/h 
Fig.2-7 Comparisn of Percntag of Adsorptin of Oxidzed and 
Fragmentd SOD in LLM 
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一ムにおける， SOD 断片の吸着結果を， Fig.2-7 にまとめた. POPC/Ch リポソームの場合
で最も高い値が得られた. SOD 断片の吸着へのりポソーム種類の効果は，これまで報告され
ている.そこでは， POPC/Ch リポソームがSOD ペプチド断片の水素結合を安定させるために
吸着が増加する事が報告されている. LLM の上のSOD 断片の吸着に関する上記の結果は，
パッチ系で解析したこれまでの知見とも一致している. 以上のように， SOD 断片が膜モジュ
ールに充填されたリポソームに吸着分離可能であることが示された.この結果は， LLM を用
いて， SOD 断片化ペプチドからSOD LIPOzyme 調整可能で、あることを示している.
(5 ) 中空糸膜モジューノレ充填型SOD LIPOzyme 
SOD LIPOzyme を調製・充填したLLM の， SOD 様活性を検討した. リポソーム充填と SOD
断片吸着の後に， SOD 活性を測定した.キサンチン (X) とキサンチン酸化酵素(XO) 混合物は，
Superoxid 発生の実験システムとして知られている (Fig.2 ・28(a). WST を指示薬として，そ
のFormazn への変化から， Superoxid の定量が可能である. 近年では，中空糸膜の
Superoxid の生成ならびに膜透過を検討するために，キサンチンとキサンチン酸化酵素を
Superoxid 生産系としての利用が報告されている. 前報で使われた上の方法論に基づいて，
スーパーオキシド発生を抑制するSOD 様活性を測定した(Fig.2 幽28(b). XIXO 混合物を調製
した直後， SOD LIPOzyme を充填したLMf こ導入した. 循環はXIXO 混合物で行い， WST 
から変換されたformazn 由来の吸収を経時的に測定した Fig.2 ・28(c) にはリザーパー溶液
における， uv 吸収の時間的経過を示す. コントロールの場合で、は，時間に従って， formazn 
の量は増加した. しかしながら，XIXO 混合物がSOD LIPOzyme と共にLLM モジューノレに適
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正櫨過係数・逆j慮過係数(1) 
トータルの櫨過としFig.2-9 は鴻過流最と膜問圧力差 (TMP) の関係を示したものである.
と，透析液側て血液側から，透析液額IJ に糖、過をかけている範閤(癒過流量が O"'-'50m l/ min)
から血液側に櫨過をかけている範閤(癒過流量が -10"'-'Om l/ min) では櫨過流量と TMP の関係
正措過が支配的に起こる状態と逆櫨過が支配的に起ここれは，を示す傾きは異なっている.
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Fig.2 附 29








[ml/ 2 ・hr ・mHg]
Filtration Coeficent 
Lps 
[ml/ 2 ・hr ・mHg] [ml/ 2 ・hr ・mHg][ml/ 2 ・hr ・mHg]
700 55 233 55 High flux type 
300 55 100 55 Low flux type 
( 2) 理論計算モデ、ル
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40 
10 とに理論計算を行った計
E仔ectiv length of holw fiber membrane [cm] 
Fig.2-30 Efect of efective length of holw fiber on the 
clearn of s 2-microglbulin and its theoretical calculation. 
Circles are measured value (refrenc point) and line is 
caluated value. Condit for calculation: Efective Area of 
Membrane=1.6m 2， iner diametr of holw fiber=20μm ， 
membrane thicknes=40μm ， holw fiber filling rate(=Total 
cros-ection are of holw fiber mebranel cros-ection 
are of a module) =52% ， filtration coeficient of bovine 
blod ロ5 ml/ 3/hr/mHg ， revs filtration coeficient of 
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Fig.2-31 E汗'e ct of morphlgica parmetrs on the clearnce of s Tmicroglbun. Circles 
are measured value (refrenc point) and line is caluated value .Conditon for calculation in 
comon: E仔ective Area of Membrane=1.6m 2， iner diametr of holw fiber=20m ， E仔'ective length 
of holw fiber membrane =25cm ，membrane thicknes=40μm ， holw fiber filling rate =52% ， 
filtration coeficient of bovine blod=5 m l/ m 3/hrm トIg ，revs filtration coeficient of bovine 
blod=23 m l/ m 3/h げmmHg ，Qf=16m l/ min 
(2 )膜性能パラメーターと性能向上
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50 一ー一回40 30 20 一ー一四10 400 
Reverse filtration coefint of bovine blod [ml 3/hr/mHg] 
Fig.2 幽 32 Efect of reverse filtration coefint on clearance of s Tmicroglobulin. 
Circles are measured value (refnce point) and line is caluated value .Conditon for 
calculation : E仔'e ctive Area of Membrane=1.6m 2， iner diametr of holw fiber=20m ， 
Efective length of holw fiber membrane =25cm ，membrane thicknes=40μm ， holw fiber 
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10 20 40 60 80 
Internal filtration f1 0w rate [ml/in] 
400 
....， : Efective length of holw fiber mebrane(17 -30cm) 
町四回 : holw fiber filling rate(45-6%) 
隆盛踊 : membrane thicknes(20-5μm) 
醐醐山 : iner diametr of holw fiber(170-2 0 μm) 
ーー :ー filtration coeficient of bovine blod (20-45ml/ 2・hr ・mmHg)
Fig.2 ・33 Relationshp betwen interal filtration and clearnce of s 2-
microglbuin for morpholgical parameters (Theortical calution). Conditon for 
calculation at open circle poin t: E汗8ctive Area of Membrane=1.6m 2， iner diametr of holw 
fiber=180μm ， Efective length of holw fiber membrane =25cm ，membrane thicknes=40μm ， 
holw fiber filling rate =60% ， filtration coeficient of bovine blod=5 m l/ m 3/hrmHg ， revrse 






















て東レ(株)製 BS- 1. 6UL を，およびショートタイプモジューノレとして同社製 BS- 1. 6U を用
い，機能分類法に従って，s 2 - microglobulin の測定および内部櫨過の計算を行った.また，
得られたパラメーターを用いて，性能及び内部櫨過について計算を行った. Table 2・2 にダ
イアライザーの仕様を示す.
Table 2- Basic characteristics of artificial kidney with various e汗9ctive length of holw fiber 
Long type Short type 
module module 
Efective Area of Membrane [m 2 ] 
Iner diametr of holw fiber [jJ. m] 
Efective length of holw fiber membrane [cm] 
membrane thicknes [μm] 
holw fiber filling rate [%] 









































四ー:し ong type 
-~-~ :short type 
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 
Vertical distance from inlet[ ]ー
Fig.2 圃34 Variation of filtration along 
its vertical direction 
2 - 5 まとめ
1. 0 
1 
Fig.2-35 Schematic drawing of 
filtration inside a holow fiber 
本章では， ILM-AK の設計に必要な基礎データの研究について述べた.素材の研究におい
ては，膜モジュール基材である疎水性のポリスノレホン (PSf) を水溶性のポリマーであるポ














するモデ、ノレ実験について検討した. さらなる調査がさらに詳細に必要であるが， SOD 















第 3 章 リポソーム閤定化中空糸膜(ILM- AK)の創製
3-1 緒言
リポソーム(リン脂繋ニ重層膜)には水和層とその表面の上の疎水性層を含むナノレベノレ
で秩序化された界面 (~5nm) が存在する. リポソームは，例えば静電相互作用，疎水性相
互作用，水素結合安定性などの複合的な相互作用を通して分子を認識できることが報告され
ている (Kuboi et al.， 197;Yamhar et al.， 198; Kuboi et al.， 206; Bui.HT et al.， 208). ま
た， リポソーム膜自体の新しい見方として，最近，ストレス状態下で誘導される様々な現象
が報告されてきている (Kuboi et al.， 208). 例えば， (a) タンパク震のリフォーノレディングを
介助するシャベロン分子としての機能) (Kuboi et al.， 197;Yoshimt et al.， 19; Kuboi et 
al.， 197;Umakoshi et al.， 207). (b) ストレス条件でのタンパク費の膜透過(U makoshi et 
al.， 198) . (c) 膜融合のメヂィエーターもしくはイニシエーターとしての機能 (Yoshimt 
et al.， 19;Manyame et al.， 20) ， (d) LIPuzyme 機能 (Liposme+ Enzyme) (Nagmi et 
al.， 204; Nagami et al.， 205. ，197;Yoshimt et al.， 205; Tu an et al.， 208;Umakoshi et 










ポソームの固定化方法としては， (a) 物理的なトラップ。法(Yang et al.， 194) ， (b) 抗原一抗体




































Fig.3-1 Conceptualustraion of Imobilzed Li posome Membrane 







l-Pamitoyl-2 叫 eoyl-sngcero3-phscoline(POC) は日本油脂社製のものを用い
た 1，2-DiPAlmtoysn-Gcer3 子hospetanlmi-N(CapBotiny l) (Sodium
Salt)(Cp Biotny l)は Avanti 社製， Polyacrylic Acid (PA) ， carboxymethl-ceulose
(CMC) ， hyalurolic acids (HA) ， xanthan gum (XG) などの親水性のカルボキシノレ基を存す
るポヲマーは和光純薬工業社製のものを用いた.それぞれの化学構造を Fig.3-2 に示した.親
水性のN H 2基を有する harbpolyetnim (PE I)は Sigma-Aldrch (USA) 社製のもの
を 用いた ( Fig.3 ・3 ). Calcein は和光社製， リポソーム膜を修飾させる
Rhodamine-pshatidyleno amine (Rh-PE) は Molecuar Probes 社製を用いた.
Water solube carbodime hydroclide (WSC ， l-ethy3(-dimethylanopry l) 
carbodime hydrochlride) および HOBt (1-Hydrox H-七 enzotriazole ，monhydrate) 
は同人化学社製 TritonX-lO は Sigma-Aldrch 社 製 Insuli ，From Bovine 
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Fig.3-2 Chemical structures of anioc polymer group 
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Fig.3- Chemical struce of polyethnim 
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(2) リポソームの準備
Rh-PE1mol% とCap Biotny l1 mol% を含むPOPC リポソームを次の方法にて調整した. リ
ン脂質をクロロホノレム/メタノーノレ (2 : 1) で可溶化し，溶剤を減配留去の後，得られた脂質薄
膜を少なくとも3時間，真空中で乾燥した.脂費薄膜はバッファー溶液ないし 100mM Calcein 
溶液によって水和し，多重層リポソーム(MLV: multiamelr vesicle) を寵製した. MLV 溶
液に，凍結(-80 0C)- 融解(相転移温度以上)を 5回繰り迭し， 10nm の孔径のポリカーボネート
フィノレタを用いて，粒径を調整した. . 
( 3) ゲソレの調整
PAA ，CMC ，HA ，XG などのアニオン性ポリマーとカチオン性のPEI からなるゲノレはWSC を
用いるカノレボジイミド法を用いて調整した.アニオン性ポリマーはエタノーノレに溶解させた
WSC (1 1mg/m l) とHOBt (1 1mg/m l) によって活性化させ， PEI 溶液を添加することによって架




中空糸 10 本からなるミニモジューノレは，東レ社製ダイアライザー:“トレスノレホン“ TS
1.6UL を解体して得た中空糸膜を充填して作製した.モジュールは内径 1mm ， トータル長
さ130cm のシリコン製チューブ回路に接続した.このときのトータルボリュームは 3ml で、あっ
た.送液ポンプには アト一社製AC 嶋210 ベリスタリックポンプを用いた.庇力計はろ液側
に設置した.使用前には不純物を取り除くためにモジュールをバッファー溶液にて洗浄して
用いた.溶液中のりポソーム濃度は吸光度 (OD405) にて求めた.リポソームからの Calcein 漏
82 
出はuv 吸収 (415nm) にて測定した.膜モジューノレに悶定化されているリポソーム中の
Calcein 量は1wt% Tr iton X-10 溶液を用いて， リポソーム構造を破壊させた後に測定を行っ
て求めた.
(a) Module setup 
waste 
mano 町leteγ





Fig.3-4 Polymer cros- Li nkig method for liposme Imobilzation using holw 
fiber membrane with gradient size exclusive pore 
(2) 盟定化リポソーム膜モジュールの準備
Fig.3-4 に示すように，上記の前実験結果に基づいて，回定化リポソーム膜モジュールを調製





スタリックポンプと圧力計を接続した流路(Fig.3 同 4(a) にろ過しその後循環させた.
3-2-3 アミノ酸の分配測定およびタンパク質の吸着特性
(1) アミノ酸の分配測定
Fig.3 “51 こ実験装置図を示した.アミノ酸の分配に関しては， phenylai(P) および

















0.25 m l/ min 
Fig.3-5 Schematic iII ustration of Experimntal setup for the (a) amino acid partitioning 
expriment and (b) protein adsorptin expriment 
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結果および考察
つuq u  
ヒドロゲ、ノレを形成するPolyins 活性化複合体











XG> HA> CMC> PA の順で含水率に)1 慎列があり，マーの中では，
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Fig.3 ・6 Comparison ofWater Contes of Gel Prepad with 
Various Polymers 
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HA CMC PAA 
上記の合水率は，ヒドロゲ、/レの物理的な特性にも関連性があった. 例えば， PAJPEI ゲノレは
固体のような特徴を示すものの， HAJPEI ゲ、/レと XGIPEI ゲ、/レは柔らかい性状を示す. しかし
ながら， HAJPEI ゲノレの場合，カップリング反芯開始後， 4時間で，間体ゲルに変化した. こ
のような傾向は，ポリマー構成ユニットのカルボキシル基の密度に起因するものと考えられ
る. PA には，単一の単量体単位あたり 1つのカノレボ、キシノレ基が存在し，ポリマー分子が多く
の架橋点で連結されている.また， CMC に関するすべての水酸基グループ。がカノレボキシメチ
ル基によって置換されているため， CMC のカルボキシル基密度も高い. これに反して，親
水性ポリマーとして利用される， HA とXG の両方が1重合体の単量体ユニット単位で、低いカノレ
ボキシル基密度を持っているのが知られている. HA は， 2グ、/レカン分子 (2g1ucosamino- グノレ
カン)あたり 1個のカノレボキシノレ基があり，また， XG は分岐した5グルカン構造単位に1. 5個の
カルボキシノレ基がある事が知られている.ポリマーの単位ユニット当たりのカルボ、キシル基
の理論上密度をFig.3 胴 61 こ示した. ゲノレの含水率はカノレボキシノレ基密度と比較的よい対応関係
にある事がわかった.
合 10ω 
E ←CMC ε 9 〉、
田露間 HA。
8 、CL、l.. 闘争 XG










5ω 2 。 2 3 4 
Concentration of anionic polymer (mg/ml) 
Fig.3 ・7E 仔'e cts of concentration of anionic polymer prepared with various polymers 
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XG /P EI ゲノレ製剤のための操作条件の影響。 白つ リつU
さらに，含水率を高めることができる天然系の高分子である CMC ，HA ，XG について，詳細
に濃度依存性を調べた (Fig.3 ヴ) .濃度と親水性高分子量が増えるほうが，含水率が高くなる
6 2 4 



















次に， XG /P EI ゲノレ生成への調製
Fig.3 ・8 Efect of conetraion of PEI 
























6 2 4 
amount of PEI (mg) 
PEI 濃度 (O.25mg/n 以上では，
Fig. 3-9 Comparison of water contes of gel 
pread with HA and XG 
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XG/PEI ゲノレが形成される事がわ






高濃度領域においては同じレベFig.3 幽9にこのPEI の効果を註A と比較した結果を示した.
高倍率になり，著しい差が存在するXG のみが，ルの倍率を示すが，低濃度領域においては，
ことがわかった. XG もPEI も分岐型の分子構造であるために，全体が広がりやすい構造をと
コンパクトに凝集する構造をとりやすいことがるが， HA は直鎖型のポリマーで、あるために，
HA そのものが凝集構造をとりやすいことが原因として考えられる.その他，考えられる.
Fig.3 ・lO fこ各種分子量，濃度のPEI に次に， PEI 分子の含水率への影響について検討した.
どの分子量のPEI においても濃度を低くすることに
Fig.3 ・1 にはPEI2.5mg/ml での分子量とヒドロより，含水倍率が高くなることがわかった.
対するPEI 分子の含水率の結果を示す.
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Fig.3 ぺ1 E仔:ect of molecur weight of PEI 
8 
Fig.3 ぺo Comparison of water contes of gel 












q u  Qu q u  
ハウジング側から充填した(Fig.3 ・4(b) ステップ10nm のPOPC リポソームを，最初に，
(9% 以上)が充填1).リザーパーの濁度変化から，流速 1ml/in で40 分後に全てのリポソーム
Initial Conc. : 
2mM POPC/Ch (30nm) 
Loading: 
> 9% 
n u  
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Fig.3-12 Typical Example of the Clearnc (ξntrapme) of Li posome in 
Holw Fiber Membrane Module as a Functio of Loading Time. 
Flow rate was set at 1. 0 m l/ min. Total volume of the module and f1 0w tubes was 
3.7ml and the sample volume was 10 ml ， resulting in the 0.78 dilution of sample 





るために， PS 膜の徽密屑側に捕集する事が可能である(Fig .3・4(b) ステップII) 最終段階にな
って， XGIPEI ゲノレを調製するために， PEI の水溶液を， PS 甜莫に導入した(Fig.3'4(b) ステップ
III) . この操作によって，圧力がPSf の問で低 F した後に， 2.0kPa から4.7kPa lこ増加した
上記の知見は，ゲルがPS胡莫のチャンネルの中に形成されたことを示しており ，透水性はゲル
生成の後には低ドするが，顕著な低下は見られず，分自世に利用可能 C、ある事を示唆している.
固定されたリポソーム膜モジュールの写真イメ ーシをFig.3'1 に示した POPC リポ
ソームは，回定された量のリポソームを見積もるために，内水相を10 rnM calcein で，膜表
層をRhodamine'PE で者色した. 未処理のモジュール(contro l) と比較し亡， Module (A) は蛍
光でラベルされたリポソームが中空糸膜モジューノレ内部に観察ぞきる さらに， 20 分間，膜
のファイパーの内側の側面から外側に逆圧を負荷して水を流しでも蛍光に大きな影響は見ら
れない事がわかった 逆圧実験の結呆は，リポソームがXGIPEI のゲルマ トリックスの中で
固定化されている事を示している. 対照実験として， XG とPEI をゲノレ形成と同時にモ、ンュー






Fig.3-1 Imobilzed Li posome Membrane Module Prepared with Difernt 
Condits. 1 OOmM Calcein was entraped in POPC Li posome modife with 
1 mol% Rhodamine-P E. 
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ルに充填). Module(B) はその結果で、あり，上記の場合と同様に， Calcein とRhodamine- PE の
色は観測されるものの，蛍光色は薄いものに留まった.
得られたILM-A 瓦の特性をさらに解析するため， (i)リポソー ム固定化量， (ii)国定化リポ
ソームの安定性，ならびに， (iii)膜のモジュールの櫨過特性について検討した.臨界ミセノレ濃
度以上の界面活性剤が存在する場合，リポソームの構造は破壊され，内部からCalcein が容易
に漏出する. Calcein はリポソーム固定化量の推算の手段として使用した. ここで， Calcein 
漏出量は居定化したリポソーム濃度に比例する. Tr iton X -10 溶液Uwt%) は，リポソーム膜
の可溶化のために膜のモジュールに導入し，漏出したCalcein から固定化脂質量を推算した
(Table 3・1). ポリマーをj順次導入する Module(A) の場合，ゲ、ル牝と同時に固定化した
Module(B) より 10 倍高い闘定化量が得られる事がわかった.上記の知見は，リポソーム間隙
でのゲノレ形成挙動に依存するものと考えられる.上記の知見をこれまでに報告のある ILC 担体
の結果と比較した(Table 3・'1). ILM-AK では閤定された脂質の最は2，10mol/m を示し，
























多 -轡 t 審 欝 1L 量挙 15。 5 
Time [day] 
Fig_3-14 Time Course of Leakge of Calcein from the 






Module(B) の場合， Calcein 漏出が高い事がわかったが， Calcein 漏出がModule (A)の場合で、は
観測されなかった. Calcein 漏出， ILC では， Calcein 漏出は少なくとも3週間観測されなかっ
たことが以前に報告されている(Liu X-Y et al.， 205). 非常に多孔性の膜(セルロースアセテ
ート膜)に固定されたリポソームの場合は， Calcein 漏出のライフタイムは，高い努断応力のた
めにそれほど大きくない(5 日間)こともわかっている (Yamot.A ，20 1). また， ILS での困
定化リポソームは1週間安定で、あった.ここで、の ILM-AK ではCalcein の顕著な漏出が見られ
ず，少なくとも2週間安定で、あった.この結果は，分析用途ならびに分離用途にも，固定化リ
Table 3-1 Characteristics of Li posme-Imobilzed Matrix 
Amountf Stability 
UFRS 
Matrix Type lmobilization Method hnmobilzed Li pid (Calcein Leakge ) 
[mol ・lipid/ml- matrix] [%] [ml/(hr m 2 kPa)] 
Control Module PS Membran None O 850 
ILM -Module -(A) PS Membran XG/PEI(Sequential) 2，10 (*1) 0.89 (*5) 230 
ILM -Module のー) PS Membran XG/PEI(Preforming -Gel) 150(*1) 72.0 (*5) 410 
ILC s巴pharose Avidin -Biotin 37.6 (勺) 0.53 (ホ 6)
ILC Sephacryl Avidin -Biotin 41.5 (勺) 0.7 (*6) 
ILC Sephadex Avidin -Biotin 30.2 (*2) 1. 08 (*6) 
ILC TSK Avidin -Biotin 30.3 (*2) 0.74 (*6) 
ILC TSK Covalent Binding 34.2 (勺)
ILM Celulose Covalent Binding 14.5 (*4) 81. 2 (*7) 
合 1 The amount of the imoblized lipid was caluted from the calein leakg after the solubiltzaion of imoblized 
liposme by using Triton X-10 solution. (8e exprimental section) 
女2 Yang Q， Liu X-Y ， Ajik 8-1 ， Hara M ， Lundahl P， Miyake J. ょαlromatogr. B， 707 ， 13 “14 (198) 
*3 Yang Q， Liu X-Y ， Yoshimot M ， Kuboi R， Miyake J. Anal. Biochem. 268 ， 354-62 (1 9) 
*4 Data from Unpublished Work 
*5 The value was caluted as the acumlated amounts of calein for sevral days at 25 0C aginst its toal amounts 
喝 The value was recaluted based on the previously-td dat (Yang Q， Liu X “Y ， Ajik 8-1 ， Hara M ， Lundahl P， 
Miyake J. J. Chromatgr. B， 707 ， 13 ・14 (198) 
吋 The value was recaluted based on dat from unpblished work 
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ポソームは安定である事を示している. また，透水係数(UFRS) をTable3-1 に示す.値は
ILM-AK の場合にわずかに減少したが透析使用には50 ml/(h r- m 2 'kPa) 以上で、あれば十分可
能であり， 230ml(h r- m 2・kPa) は適切で、ある.すなわち，(i)リポソームを高濃度で闘定化可
能であり， (ii)高い安定性を脊し，さらに. (iii)遜色のない滴過特性が得られる ILM-AK を鵠
製可能である事が確認できた.
3-3-4ILM-AK のアミノ酸分配特性
ILM-AK とリポソームを同定化していなし、control (AK) について， phenylai ， glycine 
の吸着挙動を調べた. Fig.3 ・15 に得られた吸着等温線を示した.濃度上昇とともに吸着量も増
大しており，溶液系吸着で、は一般的なFreundlich 型になっており， Langmuir 型に代表される
ような飽和吸着量が明確に示される領域で、はなかった.比較的疎水性の高し、 phenylai
を用いてILM-AK とcontrol (A K)を比較すると， ILM-AK の方が多く吸着することがわかった.
また，親水性の高し、glycine と疎水性の高し ¥p heny lanie とを比較すると， phenylai の
方が2倍以上多く吸着していることがわかる.これらの結果からリポソームが匝定化されてい
ることによる特性変化を確認することができた. 得られた吸着等温線からILM-AK とA 五の















{一o E E ] c o u e o ω
℃ 〈
4 2 4 2 
Equibrum Conc. [mM] 
Fig.3-15 Adsorptin behaviors of amino acids on IしM-AK and AK(contr り




PEG4 k/ MgS0 4+1 M Na ZS04 
PEG4 k/ KPi (pH 10) 一一 - RVMS (W o=5 ， 0.1 M NaCI) 
20% Breox (60 oC ) 一 - RVMS (W o=20 ， 0.1 M NaCI) 
PEG4 k/ KPi (pH 7) 
PEG4 k/ MgS0 4+OM NazSC 日
PEG6k(9% )/Dex(9% 




n u  n u  












10.1 M KPi ， 0.5M NaCI 
|脅'f. TPS(1): Polymer/Polymer 
ATPS(2): PolymerlSalt 
Smart Polymer So l. 







タンパク質レベルで、の効果を確認するために， Insulin とLysozyme を用いて吸着特性を確認し
た(Fig.3-17) .水素結合安定性 (ρ 値)の高い Lysozyme で、はILM-AK とHF はほぼ同じ吸着関係を
示した.すなわち， 60"-'120 分後における安定した状態での濃度に着目すると， AK ， ILM-AK 
共に濃度が初期濃度の60% 弱に低下しており，膜単体での吸着は40% 弱であることがわかる.
一方， ρ値の低し ¥Insuli にお
いては， リポソームの存在し
ないAK では， Lysozyme 同様に
40% 程度の吸着であるが，
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り，非常に高い含水状態のゲ、ノレを作製する事が可能である事がわかった. XG を PEI と架橋
剤を用いて架橋させたゲルであれば膨潤倍率が 50 倍(含水率 98%) 程度の高含水率化が可
能であることがわかった.また，このゲノレでリポソームを膜表層の空隙に内包できることも
確認した.さらに，人工腎臓用中空糸膜モジュール内部に固定化することにも成功し，この
ILM-AK に内包周定化されたリポソームは最小限 2 週間程度，安定に存在することを確認し
た.また，回定化されたリポソームの機能確認として，アミノ酸の分配特性，タンパク繋の






第 4 章 ILM-AK の次世代型新規人工腎臓としての評価
4-1 緒言
透析治療をうける患者は， 207 年末時点で， 27.5 万人と言われている.既存の人工腎臓で
は，分子量が数千以上の物質にも毒性があるという中分子量仮説が提唱されて以降，
s 2-microglbulin など，腎不全患者が代謝できない過剰な血液成分を膜分離技術によって












は，タンパク質のりフォーノレディング実験であり， mol ten globule 状態 (3 次構造は変化し
ているがコンパクトで比較的安定に存在する状態)のタンパク質を患者の変性タンパク質と
仮定して， ILM-AK との相互作用を調べた.二つ自は，実際の透析患者のモデル体液を，







1-Palmitoyl ・2叫 eoyl-snglycero-3phoscholine (POC) は日本油脂社製のものを用い
た. Stearylmin(A) は和光純薬工業社製を Cholestro l( Ch) は Sigma -Aldrich 社製のも
のを用いた. リフォールデ、イングを行うタンパク質として CAB ( Carbonic Anhydrase 
from Bovine (脱炭酸酵素) (Sigma 製) (Mw:280 ，pI=5.9) を使用した. 正常なタン
パク質の活性濃度を測定する基質には p-nitrophenylacet (p- NPA) (和光純薬工業製
試 薬特級 )を用いた 2-Aminohydrxetl ，3-proPAnedil
(Irishydoxmethy )I )aminomethane (Tris) は和光純薬工業社製を
Ethylendiametraceti acid ， terasodium salt( エチレンジアミン四酢酸四ナトリウム
四水塩，EDTA ・4Na)( EDTN は間仁化学社製， Guanide Hydrochie( グアニジン塩酸
塩)(GuHC l)は和光純薬工業社製， Cholrfm は和光純薬工業社製， Methanol は和光純薬工
業社製， Ethanol は和光純薬工業社製， 1，6-Diphenyl hexatrin(DPH) は和光純薬工業社
製， BCATM Protein Asay Ki t(BCA) は Thermo SCIENTIFIC 社製のものを用いた.
(2) リフォールデ、イング循環実験
Fig .4・ u こ実験田路圏を示した.変性 CAB 溶液 (lOmg/) はTr isHC l( 100mM ，pH7.5) バ
ッファー中で 5MGuHCl を加えて調整した.実験は 2 ステッフ。にて行った.まず Fig .4帽 l(a)
の回路を用いて，変性 CAB 溶液 0.8ml を'li 'isHCl (1 00mM ，pH7.5)32ml を用いて 5 倍希釈
し， 0.25ml/in の流量にて循環させた.この希釈後の濃度では CAB は molten globule 状態
で循環することになる. 1 時間後に Fig .4 -1(b) の回路を用いて， 35ml のTr isHCl(Om
M ，pH7.5) を流量 2.5m l/ min にて導入し， トー タノレ 50 倍に希釈し， リフォールディングさ
せた. Tr isHCl の希釈液導入後はポンプ 1 の流量を 0.25m l/ min に下げて循環を行い，経時
的にサンプリングpを行った. CAB の活性測定はTr isH C l( 50mM ，pH7 .5) に EDTA ・4Na を
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(b) 2nd step 
Fig.4-1 Refolding sytem using AK(contrl) or ILM-AK 















ろ液個IJ の初流が出た時を実験 Fig.4-2 Circulation sytem using AK(contrl) or I しM-A~
9 
開始とした.最初 10 分間は中空糸外側の循環を行わず， 20 分までは最初に系内に存在した
PBS での希釈を避けるために 1パスにて廃棄した.
( 2) Membrane Chip の作成
Membrane Chip 国定化用として Eg phosphatidyl-ethanolamine (EgP) を lmol% 混合した
トpalmitoyl-2oleoy トsn-glycero-3 ・phoscholine (POC) ， 1，2帽 dioleoyl-sr トglycero
ふ phoscholine (DOP C)， 1，2-dipalmitoyl-sn 古Iycero ふ phoscholine (DP C)の脂質薄膜を
Calcein 水溶液(1 00mM ，pH 7.5) で水和し，凍結・融解法によりリポソームを調製した.リポソ
ーム粒径はすべて 10nm に調整した.
Membrane Chip はセルロース混合膜上に厚み 30nm になるように金スバッタ処理を施し，
16 田 Mercapto-hexadcnoicad 溶液に 1 晩浸・潰して自弓集合膜 (SAM) を形成させた.
WSC /N -Hydroxsucinmde 混合法液により SAM のカルボキシル基を活性化した.そこに
EgPE を lmol% 混合した POPC ，DOPC ， DPPC リポソーム溶液をそれぞれ添加し，共有結合
法により電極上に回定化した.解析については，評価対象であるリポソームを Membrane Chip 
に添加し，固定化リポソームからの Ca 1c ein 漏出に伴う輝度の変化(6. 1) を蛍光顕微鏡下で直接
評価した.ワポソーム添加後 30min における Calcein 漏出率(6.I1 1o) を膜間相互作用のシグナル
として採用した.膜流動性，相分離性など，生体膜を反映した組成・条件を選定した mebrane
library を用いて，評価対象の主成分分析を行い，主成分得点 PC1 ，PC2 を得た.
4-3 結果および考察
4 - 3 -1 CAB のリフォーノレディング
1 ステップ目終了時の溶液中の CAB 量測定し，投入量に対して計算した結果を Fig .4・ 3
に示した. リポソームを匝定化していない中空糸膜モジュールで、ある AK の CAB 量は開始
時と変わっておらず，タンパク質の吸着が抑制されて，安定して錆環できていることがわか
る.一方， ILM-AK においては， CAB 量は約半減している.これは， mo 1t en globue (MG) 
状態にある CAB をリポソームが認識したためと考えられ， リポソームが固定化されている
















Fig.4 ・3 Concetraion of CAB (after 1st step) 
行った後の CAB 量の変化を示した図である.コントロルの AK には濃震の低下がみられた
が， ILM-AK では逆に濃度が上昇した，これは， M G 状態にて， リポソーム上に存在してい
た CAB がリフォーノレディングとともに膜表面から離れて，溶液中に戻ってきたためと考え
られる.
Fig_ 4-5 にはこのときの溶液中の Native CAB の都合，すなわちリフォーノレディング率を
示した.いずれも約 80% と高いリフォールデイング効率を示した.ここで， ILM-AI 互におい
ては溶液中に溶解していた CAB とリポソーム上に存在していた CAB に分けてジフォールデ、
ィングを考え，溶液中に溶解していた CAB からのリフォーノレディングはコントロールの AK
と陪じりフォーノレディング収率として計算してみると， リポソーム上からのリフォールデ、イ
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Fig 圃 4 開 4 Change of Concetrai for CAB after refolding procedu 





























Fig.4 ・6 Refolding Image 
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4 - 3 - 2 CAPD 液からのタンパク質除去， SOD 活性
(1) タンパク質の量的な除去
腎不全透析患者のモデ、ノレ体液を Fig .4幽 2 の装置を用いて ILM-AK 処理した. Fig .4 -7 には
ILM-AK 処理時のタンパク質濃度の経時変化を示す.最初の 1 5分までは希釈の影響により，
循環液濃度に低下が見られるが，それ以降は膜モジュール全体の吸着の効果によって濃度が
変化している.物質収支より， 15 分以降のタンパク質吸着量を算出し，その経時変化を示し
た(Fig .4・ 2(b). AK と比較して， ILM-AK を用いた場合，吸着量が緩やかに増加する事がわ
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Fig.4 附 7
モデ、ノレ体液中に存在する各種構成成分の変化について解析した. Table4-1 ，Fig4-8 には，
この患者体液のs2-microglobulin の濃度を示した.実験開始前および 120 分後の Albumin ，
Albumin が多初期には，主成分は Albumin と日2叩 icroglobulin であることがわかっており，





一方， s2 田 microglobulin の吸着はさほど多くはなく， 10---20% の聞である.したがって，
およそ Albumin と告2-microglobulin が半量程度存在している混120 分後の溶液の組成は，
合液であるということがわかる. AK とILM-AK を比較すると， ILM-AK の方が両タンパク
中空糸膜表面および内部に親水性のマトリックスゲ、ノレおよびリ質の吸着が抑制されている.





Table 4 岨 1 Concetrai of protein 
before 
AK(control) (120min) 
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Fig.4 ・8 Rate of protein adsorptin (1 20min) 
(2 )被処理体液の SOD 活性
SOD をマーカ一分子として，透析膜処理操作が体内の酸化ストレス環境に及ぼす影
響について検討した.被処理液体中の SOD 活性を測定し，原被に存在する SOD 活性の低
下率を算出した結果を Fig .4 -9 に示した.コントローノレ(中空糸膜のみ)は処理前の溶液
の約 18% の SOD 活性が低下することがわかった.一方， ILM-AK の場合でも SOD 活性の
低下が見られるが，その割合は約 10% に低減される事がわかった. SOD 活性低下の原
閣として， (i) SOD 活性の低下，ならびに， (ii) SOD が吸着除去の可能性が考えられる.
SOD の分子量が大きいことと， Albumin ， s2 叩 icroglobulin の残存量が ILM-AK の方が多
いことを考えると後者の要悶である可能性が高い.以上の様に， ILM-AK を用いる事によ
り，モデノレ体液中における抗酸化酵素 SOD 活性を維持できる事が示された.今回は SOD
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フラグメントの再構築による SOD LIPOzyme 効果までは実験を行うことができなかった




















q U  4 
メンブ処理を行った液の生体膜間相互作用の解析を行った.メンブレンチップを用いて，










Fig.4-10 Schematic ilustration of basic princple of membrane chip anlysi 
まず， 3 種類のリポソーム(P OPC ，DOP C ， DMP C) を固定化したメンブレンチップに，各種
基準タンパク質<s2 -microglbuin ，CA B ，Lysozyme ， Ubiqutin ， !n sulin) を内部標準系として添加
し， Calcein 蛍光漏出から，タンパク質ーリポソーム膜問相互作用を測定したー実験で得られ
た nXm の相互作用の網羅的情報群を説明するため，主成分分析により，新たな説明変数と
して PCI とPC2 を求めた，主成分分析結果を Tab!e 4-2 に示す. PC2 までの積算寄与率が 90%
を超えているので，第 2 成分までで相互作用の実験結果を説明しえると判断した次に， PCl 
および PC 2 と各種物性値(局所的疎水性 (L H )，水素結合安定性 (ρ 値) ，電荷密度 (Z/AS) ， 
分子量 (Mw) ，粒子表面積 (ASA) ，および疎;Jc性環境の形成に伴う水素結合安定化を意味
する LH Iρ との相関係数に基づき， PCl とPC2 をそれぞれ，タンパク質の水素結合安定性
と電荷符度に帰属することができた. Fig .4- 1 には， PC1 ，PC2 の帰属結果を踏まえて，今|υ |
実験を行ったサンプノレの分析結果と共に示した液過実験を開始する前のスター卜液は，PC 
1 がマイナス側すなわち今回は ρ値が高い側に位置づけられている CAPD 液は多くの生体
成分の混介液であるので，その開由を明確に決めることはできないが， A lbumin が多く合ま
れている状態であるので， Albumin (BS A のρ値 8.0) に近い位置に現れた可能性が高い
Table 4-2 Dat 01 principal componet anlysi 
PC1 PC2 ZfASA LH ρ M W  ASA LHfp 
56% 35% Cfnm2 Da nm2 
Insulin 1.6795 0.539 -0 .142 。.6 4.2 570 20. 0.142857 
Ubiqutn -0.1294 -1 .4 950 0.87 0.3 5.6 850 26.4 0.05371 
s ，-microglbun 1.5398 -0 .256 -0.58 0.2 5.2 120 31 .8 0.38462 
Lysozyme -0.9268 ' 0.5045 0.21 0.1 6.1 150 38 目7 0.1639 
CAB -0.81 1.364 。.02 。 6.6 2870 59.7 。
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櫨過実験後 6 0 分および 120 分後の液は， A K および ILM-AK 共にスタート時に対して，
低 ρ値{員!Jにシフトしている.特に， AK では， Albumin が残っているにもかかわらず， s2 






示唆される.実捺， 1章の Fig_l ・15 で示したように，透析患者の血液をリポソーム非回定化
透析カラムで処理した後のタンパク質成分のいくつかは発現量が増大したり，ペプチドに断
片化するなどのストレス負荷が認められている.この結果は， Membrane Chip 解析と合致す
る.それに対して， ILM-AK のρ値は Albumin とs2 ・microglbuin の中聞に位置している.
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Fig .4 -1 Principle component anlysi of CAPD solution in Renal Failure patient treatd 
by ILM-AK(O) and AK(Contrl) 穆)
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。2叩 icroglobulin はρ値が低く，アミロイド性の高いタンパク質として知られている.体液中では，
その他の成分により，比較的に安定に存在しうる状態で存在するものと考えられる. Membrane Chip 
による解析結果から，透析処理した場合，モデル体液中のタンパク質の構造が異常化する事が示
唆された.上記の知見は，モデ、ノレ体液中において sz ・microglobulin の特性(水素結合不安定性)が
顕著化される事を示唆している.しかし，以上の知見は， ILM-AK を使用した場合，その様な傾
向は見られず，タンパク費の構造状態は正常である事がわかった. リポソー ムは，(i)タンパ
ク震の異常な構造を正常化する分子シャペロン様機能(Yoshimt ，19) ， (ii) 構造異常性の
高い(アミロイド性)タンパク質を識別する機能 (Yoshimt ，204 ， Shimanouchi 205) ， (i ii) 
構造の不安定なペプチドフラグメントを吸着・再活性化する機能(Tu an 208) など，各種の
潜在機能を誘導する事が知られている. ILM-AK を用いた場合，構造異常性の高いタンパク
質を吸着するものの(3 章 Insuli ，Fig .4 -6 sz-microglobulin など)，他の成分との共存により正








本章では， ILM-AK の人工腎臓機能としての評価を行った. 生体内に存在するストレス負
荷タンパク質(ストレッサ)の構造正常化，ならびに，生体内環境修穫を目的として，構造異常タン





また，患者のモデ、/レ液として腹膜透析治療患者の置換液 (CAPD 液)を用いて， ILM-AK 
および AK を通過させたときの成分変化およびメンブレンチップによって測定することがで














について取組み， リポソームを回定化した中空糸膜デバイス (ILM-AK) を創成することに




ニモジュールスケーノレでの in VitTO 評価にて確認することができた.次世代の新規な人工腎
臓として有望である.以下に各章での結果を総括する.
①治療思想・毘約 ②評価分析{開発時) ③開発デバイス{機能) ④評価(最終)
従来 :132 刊 icroglobulin などのうZンパ 従来・狩otem などのうFンパ 従来:分離篠・吸潜材による除去 -かゆみなどの短
研究フローク鰍去 っ貿分析 続リポソームを用いた生体閥的分子期的な問題解決
と課題 新日2-microgbulin などのう言ンパウ貿・ 新:Membrenome などの機能分析 認議機能(抗酸化ストレス機能も付与)
血縁の構造正常化、もしくは正常なも 新・素材ストレスを低滅した貌水性索材 ・病態進行の抑制・改
のを分別 新:磁化ストレス評価分析 新.ストレス損傷修復機能を発擦させる 蕃。・低ストレス、スト
新・治療時のストレス低減 システム設計 レス扱僚の修復

























































































XG をポリエチレンイミンと架嬬剤を用いて架橋させたゲ、ノレで、あれば膨、潤倍率 50 倍(含水率
98%) 程度の高合水率化が可能で、あった.また，このゲノレでリポソームを膜表層の空隙に
内包できることも確認した.さらに，人工腎臓用中空糸膜モジュール内部に回定化すること
にも成功し，この ILM-AK に内包鹿定化されたりポソームは最小限 2週間程度は安定に存在
することを確認した.また臨定化されたリポソームの機能確認として，アミノ酸の分配特
性，タンパク質の吸着特性を確認し， ILM-AK においては，疎水性のアミノ酸の吸着が強く，
また， Insulin などの ρ値の低いタンパク質との相互作用が強いなどの特徴があることが確
認でき， 4章で示す人工腎臓としての基礎評価を行うこととした.
第 4 章 ILM-A 玄の次世代型新規人工腎臓としての評価
































































A コ=単位長さあたりの膜面積 [m 2] 
C =溶鷺濃度 [mo l/ m 3] 
do =透析液側流路相当甚径 [m] 
D ヱ中空糸内径 [m] 
J v 櫨過流東 [m 3 / s] 
k =境膜物質移動係数 [m/s] 
Lp ヱ滴過係数 [m 3 /(m 2・Pa. s)] 
N =中空糸本数 [-] 
N s =車 j夜側から透析液側への溶質流東 [mo l/ s] 
P =圧力 [Pa] 
Pm コ模透過係数 [m 3 /(m 2・Pa ・s)]
Q ヱ流量 [m 3 / s] 
S =流路断面積 [盟 2]
S ∞ =極限ふるい係数 [-] 
UFRS ヱ透水係数 (Ultra Filtration Rate per Surface) [m3/(m2 • Pa. s)] 
Z =ダイアライザー長さあたりの距離 [m] 
Grek leters 
μ =粘度 [Pa. s] 
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